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第 1章 序論 
第 1節 日本の海面養殖の現状 
日本は四方を海に囲まれていることから水産業が盛んである。養殖生産量は
平成 26年現在 100 万トン程度と水産の総生産量（480万トン）の 20 %以上を占
め（http://www.fao.org/fishery/en）、重要な産業となっている。中でも、海面魚類
養殖は 1960年代から行われるようになり、平成 27年度には約 25万トンが生産
されている。現在の日本の主な海面養殖対象魚種は、ブリ類（約 14万トン）お
よびマダイ Pagrus major（約 6万 4千トン）である。これらはいずれも温水性の
魚種であり主に西日本を中心に養殖されている。北日本でもギンザケ
Oncorhynchus kisutsh（約 1万 4千トン）の生産が盛んである。近年、完全養殖が
可能となったクロマグロ Thunnus orientalis も盛んに養殖されており、平成 27年
度の生産量はギンザケよりも多い約 1 万 5 千トンとなった。一方、本研究で対
象とするヒラメ Paralichthys olivaceus は約 2 千 5百トン生産されている(1)。 
 
































I型 IFNは、I型 IFN受容体と結合し、Janus kinase/signal transducers and activators 
of transcription（JAK/STAT）回路などを介して様々な転写因子を活性化すること














polycytidylic acid: poly I:C）は合成 2 本鎖 RNA であり、ウイルスの 2 本鎖 RNA
を認識する toll 様受容体 3によって認識される。したがって I型 IFNの発現を強
力に誘導する物質として様々な生物の免疫研究に広く利用されている。 
魚類でも poly I:C によって I型 IFN系の応答が誘導されることが知られてお
り、例えばヒラメにおいては poly I:C の筋肉内投与によってウイルス性出血性
敗血症による死亡が抑制されることが知られている(14)。さらに poly I:C の投与
によりマハタ Epinephelus septemfasciatus ではウイルス性神経壊死症(15)、大西洋




第 4節 魚類の IFN 
哺乳類において IFN はその性状から I型、II 型、III 型の 3 種のサブファミリ





ュラルキラー細胞や T リンパ球などの免疫細胞によって分泌され、B 細胞やマ
クロファージを活性化する(19)。III 型は IFN-λ があり、抗ウイルス活性や主要組
織適合遺伝子複合体の発現を誘導し、I型 IFNと重複する生物活性を示す(20)。 
I 型 IFN は魚類においても抗ウイルス応答において中心的に働く。魚類では
ゼブラフィッシュ Danio rerio(21)、大西洋サケ (22)およびトラフグ Takifugu 
rubripes(23)などから複数種類の I型 IFN 遺伝子が同定されている。特にサケ科魚
類では、大きく分類して 4 種類のサブタイプの I 型 IFN 遺伝子が同定され各遺
伝子の機能についても解析が進められており、太平洋サケの異なるサブタイプ
の I 型 IFN は異なる発現動態および異なる ISG 誘導能を持つことが知られてい
る(24, 25)。 
また魚類の I型 IFN はシグナルペプチドを除いた成熟ペプチド領域のシステ
イン残基数によってさらに二つのグループに分類されている。ゼブラフィッシ
ュにおいてはシステイン残基の数が 2 のグループは IFN alpha beta receptor 1/ 
Cytokine receptor family member b5（IFNAR1/CRFB5）および IFN alpha beta receptor 
2-1/ Cytokine receptor family member b1（IFNAR2-1/CRFB1）の複合体の受容体と
結合し、システイン残基数が 4 のグループは IFNAR1/CRFB5 および IFNAR2-
2/CRFB2 の複合体の受容体に結合することから、それぞれの I 型 IFN が異なる
役割を担っていることが示唆されている(26)。近年、イシビラメ Scophthalmus 








定量的 RT-PCR による発現解析により jfIFN_2 は poly I:C 投与により既報のヒラ
メ I 型 IFN（jfIFN_1）と比較して mRNA 蓄積量が顕著に上昇しており、抗ウイ
ルス免疫応答の初期段階で重要な役割を担っている可能性が示唆されている。 
 





























第 7節 本研究の目的 
魚類でも、poly I:C を投与すると腎臓および脾臓で抗ウイルス免疫応答が起こ












第 2章 材料および方法 
第 1節 次世代シークエンサーによるトランスクリプトーム解析 
1. サンプリング 
全長約 12 cm のヒラメを、200 Lの循環式水槽で 20 °C で飼育し馴致させた。
次に、1 mg/ml に調製した poly I:C をヒラメ背側筋肉中に 100 μl 注射した。注射





採取したヒラメ脾臓に 500 μl の RNAiso plus（Takara Bio、Japan）を加え、ポ
リトロンホモジナイザーを用いて組織を破砕した。組織破砕液に 100 μl のクロ
ロホルムを加えよく混合し、4 °C で 13,500 rpm、10分間の遠心分離に供した。
上清を回収し、当量のイソプロパノールを加えよく混合した後、4 °C で 15,000 





精製した全 RNA 2 μg を鋳型として、TruSeq stranded mRNA sample preparation 
kit（Illumina、USA）を用いて cDNA ライブラリーを作製した。作製した cDNA
ライブラリーは MiSeq reagent kit version 2 300 cycles（Illumina、USA）および
Illumina MiSeq（Illumina、USA）を用いて塩基配列を決定した。得られた配列デ






に付随する Differentially expressed genes 解析のためのプログラムを用いて解析
し、各サンプル間で p<1e-3 の信頼度で 4 倍以上の発現上昇がみられた遺伝子に
ついて抽出した。 
 
第 2節 各遺伝子の発現解析 
1. PCR を用いた発現解析 
1-1. RNA抽出 
本章 2-2-1 で得られた全 RNA を鋳型として、High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit（Applied Biosystem、USA）を用いて cDNAを合成した。すなわ
ち、0.5 μgの全 RNAに 2 μl 10×RT buffer、0.8 μl 25×dNTP mix、2 μl 10×RT random 
primers、1 μl MultiScribe reverse transcriptase、1 μl RNase inhibitor および 3.2 μl DEPC
処理水を加え、25 °C で 10分、37 °C で 120 分および 85 °C で 5 分間の反応に供
した。反応後、反応液に滅菌蒸留水を加え 100 μl とした。 
 
1-2. reverse transcript-PCR（RT-PCR）による mRNA蓄積量の解析 
次世代シークエンサーによる解析で、poly I:C 接種後発現変動していた遺伝子
について、RT-qPCR により相対 mRNA量を調べた。 
全 RNA からの cDNA 合成には High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems、USA) を用いた。抽出した 1 µgの全 RNAを PCR チューブ
に分注し、そこに 10×buffer を 2 µl、25×dNTP Mix を 0.8 µl、10×RT Random Primers
を 2 µl、MultiScribe Reverse Transcriptase を 1 µl および RNase inhibitor を 1 µl 加
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え、DEPC 処理水で 20 µl に調製した。その後、MyCycler（BioRad、USA）を用
いて 25 ℃で 10 分間、37 ℃で 120分間、85 ℃で 5分間反応させた。ここに 80 
µl の DEPC 処理水を加えて希釈し、-30℃で保存した。 
作製した 1 µl の cDNA溶液に rTaq DNAポリメラーゼを 0.2 µl、10×PCR buffer
を 2 µl、2 mM dNTP mix を 2 µl および 10 µMに調製した各種プライマーを 0.4 µl
ずつ PCRチューブに分注し、滅菌蒸留水で 20 µlに調製して PCR反応液とした。
MyCycler を用いて 95 ℃で 5 分間、続いて 95 ℃で 30 秒間、60 ℃で 30 秒間
および 72 ℃で 1 分間を 1 サイクルとして 30 サイクル行い、最後に 72 ℃で 5 
分間反応させた。反応終了後、PCR 産物を 1 %のアガロースゲルを用いて電気泳
動（100 V、15 分間）し、増幅を確認した。なお。内在性コントロールとして
elongation factor-1α（EF-1α）を使用した。用いたプライマーは表 1に示した。 
 
1-3. RT-定量 PCR（RT-quantitive PCR; RT-qPCR）による mRNA蓄積量の解析 
次世代シークエンサーによる解析で、poly I:C 接種後発現変動していた遺伝子
について、RT-qPCR により相対 mRNA量を調べた。定量 PCR 法による発現解析
には、Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo、Japan）を使用した。本章 1-2で作
製した cDNAを 2 µl ずつ 96穴プレート（Applied Biosystems、USA）へ分注し、
qPCR Mix を 10 µl、50×ROX reference dye を 0.4 µl および 10 µMに調整した各
種プライマーセット（表 1）をそれぞれ 0.4 µl 加え、滅菌蒸留水で 20 µl にメス
アップした。サンプルおよび各試薬を分注した後、96 穴プレートをシールし、
7300 Real-time PCR System（Applied Biosystems、USA）にセットした。50 ℃で 20 
分間、95 ℃で 10分間の変性の後、95 ℃で 15 秒、60 ℃で 1分間を 1サイクル
とする反応を 40 サイクル行った後、95 ℃で 15 秒間、60 ℃で 30 秒間、95 ℃
で 15秒間からなる Dissociation stageを加えた。また、データ解析は 7300 system 
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software version 1.3.1（Applied Biosystems、USA）を用いて行った。また、各臓器
poly I:C 投与前の 0 h における mRNA 蓄積量を 1 として相対値を求め、poly I:C
投与後について有意水準 1%で t 検定を行った。 
 
第 3節 新規 IFN の構造解析 
1. 分子系統解析 
分子系統解析には DDBJ（DNA Data Bank of Japan）の clustalw プログラムを用
いた。NCBIデータベースより魚類の I型 IFNのアミノ酸配列を取得し、ヒラメ





第 3章 結果 
第 1節 次世代シークエンサーによる網羅的配列解析 
次世代シークエンサーによる解析の結果、1 試験区当たり平均約 370 万リー
ド、合計約 2,200 万リードの配列が得られた（表 2）。当研究室で過去に行われ
た各種臓器由来白血球の次世代シークエンサーデータ約 2,200 万リードと合わ
せ、約 4,400 万リードを用いてアセンブルを行った。アセンブルにより約 16 万
配列のコンティグが得られ、約 13万配列の遺伝子が予測された。平均コンティ







第 2節 次世代シークエンサーによる網羅的発現解析 
得られたリード数をもとに遺伝子発現解析を行った結果、腎臓で 152 個、脾










を示した 18配列に着目した。これらは、ヒラメの新規 I型 IFN（jfIFN_3）を始
めとしたヒラメにおける新規遺伝子 5 個を含んでいた。これらの遺伝子の発現
動態は、poly I:C 投与 3時間後に mRNA蓄積量が増大する場合と 24時間後に増
大する場合に分類された（図 1）。各サイトカイン遺伝子の発現動態について、
平均化した出現リード数を比較したところ、腎臓において発現差異がみられな
かった遺伝子についてもサンプル間で poly I:C 投与後に上昇している傾向がみ
られた（表 6）。 
また、上記のサイトカイン遺伝子以外で poly I:C 投与後に顕著に発現上昇が
みられた遺伝子のうち、腎臓あるいは脾臓のみで発現上昇していた遺伝子につ







第 3節 新規 I型 IFN 様遺伝子 
ヒラメにおける新規サイトカイン遺伝子 5 個のうち jfIFN_3 について、出現
リード数を既報のヒラメ I 型 IFN と比較した結果、mRNA 蓄積量が顕著に上昇
していた（表 8）。また、jfIFN_3 についての RT-qPCR を行ったところ、腎臓、
脾臓ともに poly I:C 投与 3 時間後に mRNA 蓄積量が最も多かった(図 2)。近接





第 4章 考察 
第 1節 次世代シークエンサーによるトランスクリプトーム解析 
次世代シークエンサーによって得られた配列について Trinity を用いて解析を









本研究で発現上昇が認められた 152 個の遺伝子のうち、18 個の遺伝子はサイ
トカイン遺伝子であり、5個の遺伝子は本研究で見つかった新規のものであった。
18 個のサイトカイン遺伝子には主に白血球の走性に関与しているケモカインや
その発現を誘導する IFN や腫瘍壊死因子、インターロイキン 1 などの炎症誘導
性サイトカインなどがあった(36)。経時的な発現動態を比較した結果、いずれの
臓器においても、poly I:C 投与 3 時間後に mRNA 蓄積量が増大する遺伝子と、
24 時間後に増大する遺伝子があることが示された。前者には、本研究で新規に
見つかった jfIFN_3 や炎症系サイトカインが含まれ、後者には炎症抑制系サイト
カインであるインターロイキン 10(37)が含まれていた。インターロイキン 10 に
ついては poly I:C によって誘導された炎症反応の抑制のために誘導されたと考
えられる。 





子を統合した上で poly I:C 接種後にリード数が増加した遺伝子のみに着目して
比較を行った結果、79 個の遺伝子が両方の臓器で発現上昇を示したのに対し腎











発現量の差が poly I:C による発現誘導と誤って解析されてしまったと考えられ
る。 
 
第 2節 新規 I型 IFN 様遺伝子 
本研究においてヒラメの新規 I型 IFNである jfIFN_3が同定された。RT-qPCR
により mRNA 蓄積量を確認したところ、次世代シーケンサーによるトランスク
リプトーム解析の結果と同様、poly I:C 接種後 3 時間に mRNA 蓄積量が上昇し






相同性を示したイシビラメの IFN-1 は主として Mx タンパク質や ISG15 の誘導




る IFN である可能性が示唆された。Ｉ型 IFN は抗ウイルス免疫応答において中




第 3節 総括 
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表 1 実験に使用した PCR プライマー 
配列名 配列（5’ – 3’） 
JfEF1a qPCR F CTCGGGCATAGACTCGTGGT 
JfEF1a qPCR R CATGGTCGTGACCTTCGCTC 
Chymotrypsin-like elastase F GTGGTCAATGGAGTCGATGC 
Chymotrypsin-like elastase R AGCTTGGTGTTGATGCAGTG 
Stanniocalcin-like F GTGCAGGTACCAGCTCACTT 
Stanniocalcin-like R CAGCTGGACGGGTTGTTGTA 
jfIFN-3 qPCR F ACACAAGTACGACACCGCAA 









腎臓 0 h 3,975,094 
腎臓 3 h 3,534,734 
腎臓 24 h 3,507,416 
脾臓 0 h 4,053,317 
脾臓 3 h 3,672,318 















平均コンティグ長 （bp） 986 




対硬骨魚類タンパク質 相同性検索（evalue:1e-3） 71,578 







表 6 poly I:C 投与後において発現量が増加していたサイトカイン遺伝子の 
各サンプルにおける出現リード数 
 腎臓 脾臓 
 0 h 3 h 24 h 0 h 3 h 24 h 
Tumor necrosis factor alpha 7 79 2 11 237 5 
CC chemokine, Paol-SCYA105-like 0 12 0 2 45 1 
Interleukin 11 alpha 0 2 0 0 35 1 
CC chemokine, Paol-SCYA105 16 444 24 49 1,333 61 
CXC chemokine 15 514 21 42 1,279 51 
Interleukin 12 p40 1 53 3 2 140 2 
Interleukin 1 beta 0 38 0 1 72 0 
C-X-C motif chemokine 11-like 24 286 25 23 537 55 
M17 homologue 1 37 1 1 44 6 
C-X-C motif chemokine 9-like 30 545 54 147 1,835 497 
Interleukin 27 beta subunit 1 226 1 0 337 4 
Interleukin 8-like protein 9 1,002 25 12 2,102 87 
CC chemokine-like molecule 2 392 28 2 975 58 
Interferon-2 0 53 0 0 93 1 
CC chemokine 2 38 96 3 46 99 
CXC chemokine 1 1 119 1 5 74 
CC chemokine, Paol-SCYA106 7 82 829 63 108 1,924 







表 7 poly I:C 投与後により臓器特異的な発現上昇を示した遺伝子の各サンプルにおける出現リード数  
腎臓 脾臓  
0 h 3 h 24 h 0 h 3 h 24 h 
Stanniocalcin-like 18 2,826 8,763 1 1 1 
Tissue alpha-L-fucosidase 0 28 18 23 23 7 
E3 ubiquitin- ligase TRIM39-like 5 2 40 6 5 58 
ADM-like 1 6 32 4 3 7 
Proheparin-binding EGF-like growth factor isoform X2 1 75 202 1 0 1 
Cytochrome P450 26B1 3 2 3 1 1 13 
Nuclear factor of activated T- cytoplasmic 2-like 1 0 0 0 13 2 
Chymotrypsin-like elastase family member 2A 1 0 0 0 953 4,522 
 
表 8 ヒラメ I型 IFN 遺伝子の各サンプルにおける出現リード数  
腎臓 脾臓 
0h 3h 24h 0h 3h 24h 
Novel interferon (jfIFN_3)  
0  53  0  0  93  1  
Interferon identified by previous study (jfIFN_2) 
0  1  0  0  1  2  








図 1 poly I:C 投与後のヒラメ腎臓および脾臓で mRNA 蓄積量に差のみられた遺
伝子数 
a. 腎臓および脾臓で mRNA蓄積量に変化がみられたトランスクリプト数 









で顕著に mRNA蓄積量が増加していた遺伝子についての RT-PCR解析 
 次世代シークエンサーによる解析で臓器特異的な発現動態を示した遺伝子お
よび EF-1αにおける mRNA蓄積量を RT-PCR によって定量した。全ての遺伝
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図 4 poly I:C 投与後の異なる臓器におけるヒラメ新規 I型 IFN の mRNA蓄積量 
  各試験区における mRNA蓄積量は EF-1αの mRNAの相対値であり、腎臓お
よび脾臓それぞれの 0 時間後の mRNA 蓄積量で基準化している。また、各臓
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図 5魚類 I型 IFN の分子系統解析 
 新規ヒラメ I 型 IFN を含む硬骨魚類の I 型 IFN のアミノ酸配列を用いて、系
統解析を行った。 
 解析に用いた各遺伝子のアクセッション番号を以下に示す。 
 Interferon [Dicentrarchus labrax] (CBN81667.1)、interferon [Dicentrarchus labrax] 
(CBN81666.1) 、 interferon h [Larimichthys crocea] (API68650.1) 、 interferon d 
[Larimichthys crocea] (API68651.1)、IFN1 [Oplegnathus fasciatus] (AFP94213.1) 
IFN2 [Oplegnathus fasciatus] (AFP94214.1)、jfIFN_1 (BAH84776.1)、interferon alpha 
2 precursor [Salmo salar] (NP_001117042.1)、interferon B [Salmo salar] (ACI47369.1) 

















salar] (ACE75692.1)、 IFNc2 [Salmo salar] (ACE75694.1)、 IFN-1 [Scophthalmus 
maximus] (AID59461.1)、IFN-2 [Scophthalmus maximus] (AID59462.1)、interferon 
[Sparus aurata] (CAT03224.1)、type I interferon 1 [Takifugu rubripes] (CAM82750.1)、
type I interferon 2 [Takifugu rubripes] (CAM82751.1) 
